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Process for purification of the factor Vll-activating protease, its 
proenzyme or a mixture of both proteins, by ion-exchange 
chromatography / 
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Abstract 



Purification of factor VII activating protease (I) or its proenzyme (II) from (biological) fluids produced by 
recombinant DNA methods comprising performing anion- and/or cation-exchange chromatography at a pH 
below the isoelectric point of (I) or (II), is new. Purification of factor VII activating protease (I) or its 
proenzyme (II) from (biological) fluids produced by recombinant DNA methods comprises anion- and/or 
cation-exchange chromatography at a pH below the isoelectric point of (I) or (II), optionally in combination 
with affinity chromatography and/or fractional precipitation at pH 2.5-9.0, where affinity chromatography is 
performed using calcium phosphate/hydroxyapatite, a hydrophobic matrix, a chelate matrix or a matrix 
coated with an immobilized mono- or polyclonal antibody or its Fab or F(ab)2 fragment, is new. An 
Independent claim is also included for a reagent for use in biological tests systems and antigen assays, 
comprising (I) and/or (II) and one or more protein stabilizers (III) such as: solubilizing agents, preferably 
hydroxyproline; detergents, preferably Tween (RTM) or Triton (RTM); proteins, e.g. albumin, gelatin, 
fibronectin or vitronectin; reducing agents, preferably dithiothreitol, mercaptoethanol or cysteine; protease 
inhibitors, e.g. aprotinin, alpha -2-antiplasmin, C1 esterase inhibitor, inter- alpha -trypsin inhibitor or . 
antithrombin lll/heparin; divalent ion complexing agents, preferably EGTA (undefined), ethylenediamine 
tetraacetatic acid (EDTA); divalent ions, preferably calcium ions; amino acids, preferably glutamate, 
arginine, lysine or glycine; sugars, preferably glucose, arabinose, mannose or mannitol; and/or alcohols, 
preferably ethylene glycol or polyethylene glycol 
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(54) Verfahren zur Reindarstellung der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierenden Protease, 
ihres Proenzyms Oder eines Gemisches beider Proteine mittels 
lonenaustauscherchromatographie 

(57) Es wird em Verfahren zur Reindarstellung der Protease und/oder ihr Proenzym enthalten. 
den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierenden Protease 
und/oder ihres Proenzyms beschrieben, bei dem diese 
aus biologischen oder bei der gentechnologischen Her- 
stellung anfallenden Flussigkeiten 

a) durch Anionen- oder Kationenaustauscher-Chro- 
matographie bei einem pH-Wert unterhalb des 
isoelektrischen Punktes des zu isolierenden Prote- 
ins oder 

b) durch eine Kombination der Anionen- oder Katio- 
nenaustauscher-Chromatographie mit der Affinitat- 
schromatographie und/oder einer fraktionierten 
Fallung bei pH-Werten zwischen 2,5 und 9,0, vor- 
zugsweise zwischen 2.5 und 7,2 gewonnen wer- 
den, wobei die Affinitatschromatographie unter 
Verwendung von 

Kalziumphosphat/Hydroxylapatit, 
einer hydrophoben Matrix, 
T~ - einer Chelatmatrix. 

^ - einer Matrix, die mit einem immobilisierten. 

CO gegen das zu isolierende Protein gerichteten, 

monoklonalen oder polyklonalen Antikdrper 
oder seinen F(ab)- oder F(ab) 2 -Fragmenten 
1 beschichtet ist, durchgefuhrt wird. 

I s - 



Es werden aufterdem eine pharmazeutische Zube- 
reitung und ein Reagenz beschrieben. die die genannte 
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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zur Reindarstellung der den Blutgerinnungsfaktor VII 
aktivierenden Protease, ihres Proenzyms Oder eines s 
Gemisches beider Proteine sowie von pharmazeuti- 
schen Zubereitungen, die die genannten Proteine ein- 
zeln oder im Gemisch enthalten. 
[0002] Aus der deutschen Patentanmeldung 1 9 903 
693.4 ist bereits eine Protease zur Aktivierung des Blut- w 
gerinnungsfaktors VII. ein Verfahren zu ihrer Gewin- 
nung, zu ihrem Nachweis und zu ihrer Inaktivierung 
sowie Arzneizubereitungen bekannt, die diese Protease 
enthalten. Diese zuerst aus Plasma isolierte Protease 
kommt dort zusammen mit einer nicht-aktivierten Form is 
vor, die im folgenden als "Proenzym" bezeichnet wird. 
Die Protease aktiviert den Blutgerinnungsfaktor VII und 
beschleunigt die Gerinnung, wie durch zahlreiche Expe- 
rimente gezeigt werden konnte. Bei derweiteren Unter- 
suchung der biologischen Eigenschaften dieses als 20 
Serin-Protease identifizierten Proteins stellte sich her- 
aus. dass auch Einketten-Plasminogen-Aktivatoren wie 
die Prourokinase wirksam aktiviert werden. Aufierdem 
wurde eine Inaktivierung der Faktoren V und VIII in vitro 
beobachtet. Zusatzlich zu den schon in der deutschen 25 
. Patentanmeldung 19 903 693.4 beschriebenen sequen- 
zierten Bereichen wurden N-terminale Sequenzierun- 
gen von Proteasefragmenten durchgefuhrt. Folgende 
Aminosauresequenzen charakterisieren die FVII-akti- 
vierende Protease: IYGGFKSTAGKHP: LLESLD- 30 
PDXTPD; EFHEQSFRVEKI: SKFTXAXPXQFK; wobei 
X nicht identifiziert bedeutet. Die bisher aufgeklarten 
Sequenzen der genannten Protease zeigen, dass sie 
zu 100% mit Sequenzen der von Choi-Miura publizier- 
ten Protease ubereinstimmen (Choi-Miura et al. J. Bio- 35 
chem. 1996; 119: 1157 bis 1165). 
[0003] Die bisherigen Untersuchungen haben sich 
vor allem auf die Protease in ihrer aktivierten Form kon- 
zentriert. Die im Plasma als Proenzym vorliegende 
inaktive Form der Protease wurde erst vor kurzer Zeit jo 
anhand eines P'rotein-Bandenmusters in der SDS- 
PAGE nach Reduktion der Probe aufgefunden. Da bei 
der Aktivierung der Protease an einer fur Serinprotea- 
sen typischen Stelle der Primarstruktur eine Spaltung 
und damit Aktivierung erfolgt, werden bei der Elektro- J5 
phorese zwei oder mehr Banden sichtbar. Bei Reduk- 
tion der uber Disulfidbrucken. verbundenen Ketten 
werden die einzelnen Banden entsprechend ihrem 
niedrigerem Molekulargewicht erkennbar, wobei das 
Proenzym als grofie Einzelkette verbleibt. Dies wurde so 
auch in komplexeren Losungen nach Transfer der Pro- 
teine auf Membranen und anschliefiendes Western 
Blotting mit geeigneten Antikorpern deutlich. 
[0004] Aus therapeutischen Grunden besteht nun 
ein Interesse daran, aufier dem Gemisch der beiden 55 
genannten Proteine sowohl die Protease in ihrer akti- 
vierten Form als auch das Proenzym zur Verfugung zu ' 
haben. Wahrend man die aktivierte Protease zur 



raschen Aktivierung des Blutgerinnungsfaktors VII oder 
der Einketten-Plasminogenaktivatoren verwenden 
kann, urn akute Krankheitsbilder zu beeinflussen. ist die 
Proenzymform der Protease vor allem fur die mittel- bis 
langerfristige Prophylaxe oder Behandlung von angebo- 
renen oder erworbenen Mangelzustanden oder auch 
zur Erhohung des Plasmaspiegels uber das physiologi- 
sche Mali hinaus als bevorzugtes Mittel zu wahlen. 
Dabei ist aber zu berucksichtigen, dass die Stabilisie- 
rung einer aktivierten Protease schwierig ist, da z.B. 
•eine Eigendegradation stattfinden oder das Molekul 
aufgrund seiner strukturellen Gegebenheiten instabil 
sein kann. Bisherige Studien zeigten, dass die den Fak- 
.tor VII aktivierende Protease nur unter. besonderen 
Umstanden in ihrer Proenzymform isoliert und stabili- 
siert werden kann. 

[0005] Die bisher vorliegenden Untersuchungen 
haben gezeigt, dass die biologischen Aktivitaten dieser 
Protease durch Kalzium und/oder Heparin oderdiesem 
verwandte Substanzen gesteigert werden konnen. 
Diese Eigenschaft wurde schon bisher genutzt, urn die 
Protease an immobilisiertes Heparin zu adsorbieren 
und eine angereicherte Fraktion zu erhalten. Aulierdem 
ist bereits bekannt, dass die Anionenaustauscher-Chro- 
matographie ebenfalls zur Reinigung der Protease 
geeignet ist. Die Kombination beider Reinigungsschritte 
ist geeignet, die Protease in angereicherter Form zu 
gewinnen. Auch die Verwendung einer Aprotinin-Matrix 
kann zur Reindarstellung der aktivierten Protease ver- 
wendet werden. 

[0006] Es wurde nun ein Verfahren zur Reindarstel- 
lung und gleichzeitigen Stabilisierung der den Blutgerin- 
nungsfaktor VII aktivierenden Protease und/oder ihres 
Proenzyms gefunden, bei dem sie aus biologischen 
oder den bei der gentechnologischen Herstellung anfal- 
lenden Flussigkeiten durch 

a) Anionen- und/oder Kationenaustauscher-Chro- 
matographie bei einem pH-Wert unterhalb des 
isoelektrischen Punktes des zu isolierenden Prote- 
ins oder 

b) eine Kombination der Anionen- oder Kationen- 
austauscherchromatographie mit einer Affinitats- 
chromatographie und/oder einer fraktionierten 
Fallung bei pH-Werten zwischen 2,5. und 9.0. vor- 
zugsweise zwischen 2,5 und 7,2, gewonnen wer- 
den, wobei die Affinitatschromatographie unter 
Verwendung von Kalziumphosphat/Hydroxylapatit 

einer hydrophoben Matrix, 
einer Chelatmatrix, 

einer Matrix, die mit einem immobilisierten, 
gegen das zu isolierende Protein gerichteten. 
monoklonalen oder polyklonalen Antikorper 
oder seinen F(ab)- oder F(ab) 2 -Fragmenten 
beschichtet ist, durchgefuhrt wird. 
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[0007] Eine besonders geeignete Methode zur 
Reindarstellung der Protease und/oder ihres Proen- 
zyms ist die Anionen- und/oder Kationenaustauscher- 
Chromatographie. Der Einsatz dieser Methoden zur 
Reindarstellung der aktivi.erten Protease ist zwar schon 
fruher vorgeschlagen worden, jedoch haben die bisher 
angewendeten Verfahrensbedingungen keine voll 
befriedigenden Ergebnisse erbracht. Das liegt vor. allem 
daran, dass das Risiko der Aktivierung des Proenzyms 
bei der Kontaktierung mit den Oberflachen der Matrices 
sehr hoch ist. Es stellte sich deshalb die Aufgabe. ein 
Verfahren zu entwickeln, das die Darstellung der akti- 
vierten Protease und des Proenzyms in reiner und sta- 
biler Form ermoglicht. 

[0008] Uberraschenderweise zeigte sich nun, dass 
sehr- niedrige pH-Werte, insbesondere pH-Werte zwi- 
schen 2.5 und 7,2 weder der aktivierten Form der Pro- 
tease noch dem Proenzym schaden und deshalb bei 
der Adsorption und Elution mit gutem Erfolg eingesetzt 
werden konnen. Hjerdurch wird eine nahezu storungs- 
freie Handhabung der den Faktor VII aktivierenden Pro- 
tease ermoglicht, da die meisten anderen im Plasma 
zirkulierenden Proteasen im sauren Medium nicht oder 
nur sehr wenig aktiv sind und damit das Risiko einer 
proteolytischen Aktivierung minimiert wird. Auch die 
Gefahr des Eigenabbaus der Protease wird auf diese 
Weise vermindert. Da bekanntlich extrem saure pH- 
Werte das Risiko einer Denaturierung beinhalten und 
damit einen Aktivitatsverlust der Protease bewirken 
konnten. wurde die Aktivitat der aus einem stark sauren 
Medium gewonnenen Protease z.B. durch eine photo- 
metrische Bestimmung der bei der Einwirkung auf chro- 
mogene Substrate auftretenden Extinktion gemessen. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl die Pro- 
tease als auch ihr Proenzym kurzfristig bis zu einem 
pH-Wert von 2.0 ohne Aktivitatsverlust gehandhabt 
werden konnen. Bei einem pH-Wert von 2,5 bis etwa 
7,2 konnen die Protease und ihr Proenzym uber meh- 
rere Monate gelagert werden, wobei die hochsten Sta- 
bilitaten bei einem pH-Wert von unter 6,5 beobachtet 
werden. 

[0009] Oberraschend war dabei der Befund, dass 
eine Anionen- und/oder Kationenaustauscher-Chroma- 
tographie bei den genannten niedrigen pH-Werten zur 
Reinigung der Protease und des Proenzyms verwendet 
werden kann.-Dies ist deshalb so bemerkenswert. weil 
dabei eine Adsorption an den Austauscher-Matrices bei 
pH-Werten moglich wird, die unterhalb des isoelektri- 
schen Punktes der Protease oder des Proenzyms lie- 
gen. 

[0010] Bisher gibt es noch keine wissenschaftliche 
Erklarung dafur, auf welchen Wechselwirkungen diese 
Adsorption beruht. Es gelingt jedoch durch diese 
Adsorption im sauren Medium eine Vielzahl von Verun- 
reinigungen zu entfernen, die bei diesen pH-Werten 
nicht an die Matrices binden. Damit wird eine erhebliche 
Anreicherung der Protease auf der Matrix erzielt. Nach 
Waschen der Matrix kann die Protease und/oder das 



Proenzym durch eine Erhohung der lonenstarke eluiert 
werden. 

[0011] Die Anionen- und/oder Kationenaustau- 
scher-Chromatographie konnen zur Reindarstellung 

5 der vorstehend genannten Proteine mit einer Affinitats- 
chromatographie und/oder einer fraktionierten Faltung 
kombiniert werden. Unabhangig davon, ob die vorste- 
hend genannten Reinigungsverfahren einzeln oder in 
einer beliebigen Kombination eingesetzt werden, emp- 

w fiehlt es sich, zusatzlich bei alien Verfahrensschritten 
Protease-inhibitoren zuzusetzen, urn eine Spaltung des 
Proenzyms in die aktivierte Protease zu blockieren. Als 
geeignete Proteinstabilisatoren werden dabei 

is - Losungsvermittler, vorzugsweise Hydroxyprolin. 

Detergentien, vorzugsweise Tween® oder Triton®, 

Proteine, vorzugsweise Albumin. Gelatine, Fibro- 
20 nektin und Vitronektin oder ahnlicher Proteine, 

Reduktionsmittel, vorzugsweise Dithiothreitol. Mer- 
captoethanol oderCystein, und/oder 

25 - Proteinase-lnhibitoren wie Aprotinin. c/.-2-Antiplas- 
min, C1-Esterase-lnhibitor, Inter-a-Trypsin-lnhibi- 
tor, Antithrombinlll/Heparin oder synthetische 
Inhibitoren 

30 zugesetzt. 

[0012] Eine besonders gute Stabilisierung lasst 
sich bei der Reindarstellung der Protease und des Pro- 
enzyms erreichen. wenn als weitere Proteinstabilisato- 
ren 

35 

Komplexbildner zweiwertiger ionen, vorzugsweise 
EGTA. EDTA oder Citrat. und/oder 

zweiwertige Ionen, vorzugsweise Kalziumionen, 
40 und/oder 

Aminosauren, vorzugsweise Glutamat, Arginin, 
Lysin oder Glyzin. und/oder 

45 - Zucker. vorzugsweise Glukose; Arabinose, Man- 
nose oder Mannit. und/oder 

Alkohole, vorzugsweise Ethylenglykol oder Polye- . 
thylenglykol, 

50 

zugesetzt werden. 

[0013] Die vorstehend genannten Verfahrens- 
schritte konnen daruber hinaus auch mit einer fraktio- 
nierten Fallung der Protease und/oder ihres Proenzyms 
55 kombiniert werden, die aus ihrer Losung durch Zusatz 
von 

Polyethylenglykol ab einer Konzentration von min- 
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destens 10 Gew.-% oder 

Ammoniumsulfat ab einer Konzentration von min- 
destens 15 Gew.-% erfolgt. 

[0014] Besonders bemerkenswert ist. dass bei den 
vorstehend beschriebenen Verfahren auch die Proen- 
zymform der Protease in reiner Form erhalten werden 
kann. Es zeigte sich namlich, dass die lonenaustau- 
scher-Chromatographie unter den genannten sauren 
Bedingungen mit einer Losung, die vor allem das Pro- 
enzym enthielt, zu einem Eluat fuhrte,.das ausschliefi- 
lich das Proenzym oder- wenigstens in sehr stark 
angereicherten Ausmafi enthielt. Dabei lasst sich die 
Nativitat des so erhaltenen Proenzyms mit Hilfe eines 
der Aktivitatsteste bestimmen, die in der deutschen 
Patentanmeidung 199 26 531.3 beschrieben sind, also 
z.B. durch die photometrische Bestimmung der bei Ein- 
wirkung auf chromogene Substrate auftretenden 
Extinktion oder durch die nach Reduktion der Probe 
auftretende Einkettenbildung, die durch SDS- 
PAGE/Western Blotting nachgewiesen werden kann. 
Das zeigt. dass erfindungsgemafi die Preparation des 
Proenzyms in schneller und effizienter Weise mit hoher 
Ausbeute gelingt. 

[0015] Bei Anwendung der vorstehend genannten 
Verfahrensschritte kann also sowohl die gereinigte. den 
Faktor VII aktivierende Protease, ihr Proenzym oder 
auch ein Gemisch aus der aktivierten Protease und 
dem Proenzym erhalten werden. Ein besonders emp- 
fehlenswerter Weg zur Herstellung einer reinen aktivier- 
ten Protease besteht in der chromatographischen 
Trennung der den Faktor VII aktivierenden Protease von 
ihrem Proenzym mittels stufenweiser Elution. bei der 
auf dem Tragermaterial eine Substanz immobilisiert ist. 
die unterschiedlich starke Bindungen zur Protease 
einerseits und zum Proenzym andererseits aufweist. 
Damit konnen unterschiedliche Eluate gewonnen wer- 
den, die entweder nur die aktivierte Protease oder nur 
das Proenzym enthalten. 

[0016] Zur Gewinnung des Proenzyms wird dabei 
auf der Matrix ein Inhibitor mit starke Affinitat fur die 
aktivierte Protease immobilisiert. Hierfur kommen vor 
allem Serinprotease-lnhibitoren, insbesondere derC1 - 
Esterase-lnhibitor, das (v.-2-Antiplasmin. das Antithrom- 
bin III (unter Beimischung von Heparin zur Auftragslo- 
sung) oder niedermolekulare, hochaffine Inhibitoren, 
die auch synthetischer Natur sein konnen. in Frage. Im 
Saulendurchfluss befindet sich dann das an der Matrix 
nicht oder weniger fest gebundene Proenzym. Hinge- 
gen wird zur Reindarstellung der aktivierten Protease 
ein Inhibitor auf der Matrix immobilisiert. der nur ein 
schwaches inhibitorisches Potential aufweist und die 
aktivierte Protease reversibel bindet. In diesem Fall wird 
nach dem Auswaschen des Proenzyms die auf der 
Matrix gebundene aktive Protease eluiert und kann 
dann in reiner Form gewonnen werden. Fur diese Ver- 
fahrensvariante eignet sich z.B. ein mit Aprotinin behan- 



deltes Tragermaterial oder niedermolekulare. reversible 
Inhibitoren, die auch synthetischer Natur sein konnen. 
[0017] Selbstverstandlich konnen auch Antikorper 
oder deren Fragmente. die zwischen der aktivierten 

5 Protease und dem Proenzym unterscheiden konnen, 
fur die Reindarstellung der genannten Proteine verwen-- 
det werden. Hierfur konnen vor allem monoklonale Anti- 
korper eingesetzt werden, die "Neoepitope" nach 
Aktivierung der Protease erkennen konnen, also z.B. 

w die Aktivierungs- oder Spaltstelle des Proteins. 

[0018] Unter den erfindungsgemafi einzusetzen- 
den affinitatschromatographischen Verfahren ist die 
Adsorption an Kalziumphosphat/Hydroxylapatit als eine 
einfache und schnelle Methode zur Anreicherung der 

15 Protease und/oder des Proenzyms hervorzuheben. 
Dabei wird die Losung, die die Protease und das Proen- 
zym enthalt, bei einem pH-Wert zwischen 2.5 und 9,0, 
vorzugsweise zwischen 2,5 und 7,2 mit Kalziumphos- 
phat versetzt. Nach anschlieftender Sedimentierung 

20 z.B. durch Zentrifugation oder durch Filtration wird das 
Sediment, ggf. nach ein- oder mehrfachem Resuspen- 
dieren in einer Pufferlosung unter Zugabe von bspw. 0,2 
M Natriumcitrat eluiert. Die Protease und das Proenzym 
befinden sich dann im Eluat. 

25 [0019] Auch die Adsorption der Protease an hydro- 
phoben Matrices oder an hydrophoben Liganden, die 
an ensprechende Matrices gekoppelt sind, kann erfin- 
dungsgemali verwendet werden. Beispiele sind Phenyl- 
oder Octyl-Sepharosen® oder ein an eine Matrix 

30 gekoppeltes Phenylalanin. Die Elution des gebundenen 
Proteins erfolgt in an sich bekannter Weise mit einer 
gepufferten Losung geringer lonenstarke. die Phenyl- 
alanin, Glycerin oder Ethylenglykol enthalten kann. 
[0020] Da die Protease und das Proenzym eine 

35 Wechselwirkung mit Kationen, vor allem mit Kalzium 
und Magnesiumionen eingehen. was durch eine Steige- 
rung ihrer Aktivitat in deren Gegenwart bestatigt wird. 
bietet sich zu deren Anreicherung aus entsprechenden 
Losungen die Chromatographic mittels sogenannter 

40 "Chelat-Matrices" an. Chelatverbindungen mit Zink-, 
Kupfer- oder Nickelionen sind dabei besonders geeig- 
het. Nach dem Waschen der mit der Protease belade- 
nen Matrix kann zur Elution gebundener Proteine auch 
ein Imidazolpuffer, ggf. mit einem linearen Gradienten, 

45 eingesetzt werden. 

[0021] Das ' erfindungsgemafie Verfahren kann 
auch einen affinitatschromatographischen Reinigungs- 
schritt enthalten, bei dem als Tragermaterial eine Matrix 
eingesetzt wird. auf der gegen die genannten Proteine 

50 gerichtete, monoklonale oder polyklonale Antikorper 
oder ihre F(ab)- oder ihre F(ab) 2 -Fragmente oder 
andere, zur reversiblen Bindung der genannten Pro- 
teine geeignete Substanzen immobilisiert sind. 
[0022] Die nach dem erfindungsgemafien Verfah- 

55 ren gewonnene Protease, ihr Proenzym oder das 
Gemisch beider Proteine kann mit oder ohne den 
Zusatz zusatzlicher Stabilisatoren im sauren pH- 
Bereich bei pH-Werten von etwa 2.5 bis 7,2 ohne Aktivi- 
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tatsverlust gelagert werden. wahrend im alkalischen 
Bereich ein Zusatz von Stabilisatoren zwingend ist. 
[0023] Therapeutisch konnen die genannte akti- 
vierte Protease, das Proenzym oderdas Gemisch bei- 
der Verbindungen zur Unterstutzung der Blutgerinnung 5 
bei Blutungsneigung, bei Mangel an Faktoren des endo- 
genen Gerinnungsastes oder als FEIBA (= Factor VIII 
bypassing activity), aber auch zur endogenen und exo- 
genen Aktivierung von Plasminogenaktivatoren wie der 
Prourokinase oder des Einketten-tPA verwendet wer- to 
den. Diese Aktivitat kann auch durch Anwendung der 
genannten Protease zur Prophylaxe oderTherapie von 
thromboembolischen Erkrankungen in Kombination mit 
Einketten- oder Zweiketten-Plasminogenaktivatoren 
oder Antikoagulantien eingesetzt werden. Krankheits- 15 
bilder. die mit thrombotischen Komplikationen vergesell- 
schaftet sind, wie Herzinfarkt, Angina pectoris, 
Schlaganfall oder Beinvenenthrombosen konnen so 
erfolgreich behandelt werden. 

[0024] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist 20 
deshalb eine pharmazeutische Zubereitung. die eine 
zur Auflosung von fibrinhaltigen Thromben ausreichen- 
der Menge der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivieren- 
den Protease und/oder deren Proenzymform enthalt. 
Auch diese Zubereitung kann aulierdem Einketten- 25 
Plasminogenaktivatoren und/oder Antikoagulantien ent- 
halten. > 
[0025] Zweckmassigerweise wird der Zubereitung 
noch ein Proteinase-Stabilisator oder ein Reduktions- 
mittel wie Dithiothreitol. Mercaptoethanol oder Cystein 30 
zugesetzt, um das Risiko einer Polymerbildung wah- 
rend der Aufarbeitung oder bei der Lagerung zu redu- 
zieren. 

[0026] Auch bei Wundheilungsprozessen spielen 
fibrinolytische Prozesse eine Rolle. Dabei kann die " 35 
genannte Protease und/oder das Proenzym intravenos 
oder lokal, subkutan, intradermal, intramuskular oder 
bei Verletzungen und Wunden als Bestandteil eines 
Fibrinklebers oder auch topisch odergebunden an eine 
geeignete Tragermatrix z.B. in Form eines Vliesses JO 
oder eines Pflasters erfolgen. wobei eine Kombination 
mit Wachstumsfaktoren zweckmassig sein kann. Im all- 
gemeinen kommt eine derartige pharmazeutische 
Zubereitung in flussiger oder lyophiiisierter Form zur 
Anwendung, der an sich bekannte Proteinstabilisatoren 45 
zugesetzt werden konnen, also z.B. Komplexbildner. 
zweiwertige Kationen wie Kalzium. Aminosauren wie 
Glutamat. Arginin, Lysin oder Glyzin und/oder Zucker 
wie Glukose, Arabinose, Mannose oder Mannitol. 
[0027] Aufterdem konnen die Protease und/oder ihr so 
Proenzym auch zur Beschichtung von in den Organis- 
mus zu implantierenden, aus Kunststoffen oder Metal- 
len bestehenden Gegenstanden. wie kunstlichen 
Herzklappen, Blutgefassen, aber auch zur Blutent- 
nahme oder zur kunstlichen Ernahrung eingefuhrten 55 
Kanulen eingesetzt werden. 

[0028] Die Erfindung wird durch die folgenden Bei- 
spiele erlautert: 



Beisoiel 1 

Reindarstellung mittels immobilisierter monoklona- 
ler Antikbrper 

[0029] Monoklonale Antikbrper, die gegen die -den 
Faktor VII aktivierende Protease gerichtet sind, wurden 
an BrCN-Sepharose® gekoppelt. 30 ml dieser mAb- 
Matrix wurden in eine Saule gefullt und das Harz mit 50 
mM Natriumcitrat, 0,1 M Natriumchlorid NaCI, 0,1 M 
Arginin x HCI, pH 6,0. equilibriert. 
[0030] 100 ml Citratplasma wurden Qber die Saule 
gepumpt und die Matrix dann mit 50 mM Natriumcitrat. 
1 M NaCI, 0,1 M Arginin x HCI.. pH 6,0, gewaschen. 
Danach wurde die Saule mit dem Equilibrierungspuffer 
erneut gewaschen, woran sich die Elution mit 0.1 Gly- 
zin, pH 2,5, anschloss. Das Eluat (ca. 30 ml) wurde in 
einer Vorlage von 3 ml einer 200 mM NatriumcitratkV 
sung, pH 5,5 unter Ruhren gesammelt und danach auf 
einen pH-Wert von 4,5 eingestellt. 
[0031] Die Eluatlosung wurde zur weiteren Analyse 
verwendet. Es wurde eine SDS-PAGE mit anschlielien- 
dem Transfer auf eine PVDF-Membran und eine Detek- 
tion der Faktor Vll-Aktivator-Bande mit der nicht 
reduzierten und mit der reduzierten Probe durchge- 
fuhrt. Aktivitatstests der so gewonnenen Proteine wur- 
den entsprechend dem in der deutschen 
Patentanmeldung 199 26 531.3 beschriebenen Verfah- 
ren. namlich der Aktivierung von Prourokinase und Fak- 
tor VII. mit anschliefiender Detektion von Urokinase 
oder dem aktivierten Faktor VII durchgefuhrt. Die in die- 
sem System getesteten Proteasemengen. bestimmt als 
Proteaseantigen, entsprechen der erwarteten theoreti- 
schen Aktivitat. wodurch die Aktivitat der isolierten Pro- 
tease oder des Proenzyms hinsichtlich der biologischen 
Aktivitat gezeigt wurde. 

Beispiel 2 

Anionenaustauscher-Chromatographie 

[0032] Eine' die Proenzymform der Faktor Vll-akti- 
vierenden Protease enthaltende Losung, die noch Ver- 
unreinigungen durch andere Proteine enthielt, wurde in 
einer Pufferlosung aus 20 mM Na-Acetat, 0,1 M Glyzin, 
pH 4,5. auf eine Mono Q-Sepharose gepumpt und 
anschliefiend mit dem o.g. Puffer gewaschen. Die 
Durchlauf-Fraktion wurde aufgefangen. Die Elution 
gebundener Proteine erfolgte mit 20 mM Na-Acetat. 2 M 
NaCI. pH 4,5. Das Eluat wurde in einen Pufferaus 5 mM 
Na-Citrat, 50 mM NaCI. pH 6,0. verdunnt und in den in 
Beispiel 1 genannten Testsystemen untersucht. Ali- 
quots wurden bei 4 bis 8°C gelagert bzw. bei -20°C ein- 
gefroren. 

[0033] Nach Lagerung der Eluatlosung bei 6°C fur 
mehrere Tage wurden die Tests wiederholt. wobei die 
Verdunnungen der (aufgetauten) Proben jeweils kurz 
vor dem Test durchgefuhrt wurden. 
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[0034] SDS-PAGEs/Western Blots bestatigten. 
dass die Protease in ihrer Proenzymform isoliert wor- 
den war. Nach SDS-PAGE und Anfarbung von Protei- 
nen mittels Coomassie Blue waren in der 
Ausgangslosung (vor Chromatographic) neben der Pro- 5 
tease eine Reihe von verunreinigenden Proteinen sicht- 
bar, die ebenfalls in den Durchlauffraktionen zu fmden 
waren. Die Protease stellte sich als eine Bande entspre- 
chend der Proenzymform (also auch nach Reduktion) 
rein dar. Die Aktivitatstests (siehe Beispiel 1) bestatig- , 0 
ten die Nativitat der Protease im Sinne der Beibehal- 
tung der biologischen Aktivitaten. 

Patentanspritche 

15 

1. Verfahren zur Reindarstellung der den Blutgerin- 
nungsfaktor VII aktivierenden Protease und/oder 
ihres Proenzyms, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie aus biologischen oder aus bei der gentechnolo- 
gischen Herstellung anfallenden Flussigkeiten 20 

a) durch Anionen- ..und/oder Kationenaustau- 
scher-Chromatographie bei einem pH-Wert 
unterhalb des isoelektrischen Punktes des zu 

- isolierenden Proteins oder 25 

b) durch eine Kombination der Anionen- oder 
Kationenaustauscher-Chromatographie mit 
einer Affinitatschromatographie und/oder einer 
fraktionierten Fallung bei pH-Werten zwischen 30 
2.5 und 9.0, vorzugsweise zwischen 2,5 und 
7,2. gewonnen werden, wobei die Affinitats- 
chromatographie unter Verwendung von 

Katziumphosphat/Hydroxylapatit, 35 

einer hydrophoben Matrix. 

- ■ einer Chelatmatrix, 

JO 

einer Matrix, die mit einem immobilisierten, 
gegen das zu isolierende Protein gerichte- 
ten. monoklonalen oder polyklonalen Anti- 
korper oder seinen F(ab)- oder F(ab)2- 
Fragmenten beschichtet ist, durchgefuhrt is 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass die Reindarstellung in Gegenwart 
von einem oder mehreren Proteinstabilisatoren 50 
erfolgt, die ausgewahlt werden aus 



Proteinen, vorzugsweise Albumin. Gelatine. 
Fibronektin, Vibronektin oder ahnlichen Protei- 
nen. 

Reduktionsmitteln, vorzugsweise Dithiothreitol, 
Mercaptoethanol oder Cystein. und/oder 

Proteinase-lnhibitoren wie Aprotinin, a-2- 
Antiplasmin. C1-Esterase-lnhibitor. dem Inter- 
a-Trypsin-lnhibitor. dem Antithrombinlll/Hepa- 
rin oder synthetischen Inhibitoren. 

3. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
zeichnet. dass bei der Reindarstellung als weitere 
Proteinstabilisatoren 

Komplexbildner zweiwertiger lonen, vorzugs- 
weise EGTA, EDTA oder Citrat. und/oder 

zweiwertige lonen. vorzugsweise Kalziumio- 
nen. und/oder 

Aminosauren, vorzugsweise Glutamat. Arginin, 
Lysin oder Glyzin. und/oder 

Zucker, vorzugsweise Glukose. Arabinose. 
Mannose oder Mannit. und/oder 

Alkohole, vorzugsweise Ethylenglykol oder 
Polyethylenglykol, 

eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet. dass zur chromatografischen 
Trennung der den Faktor VII aktivierenden Pro- 
tease von ihrem Proenzym mittels stufenweiser 
Elution auf dem Tragermaterial eine Substanz 
immobilisiert wird, die unterschiedlich starke Bin- 
dungen zur Protease' einerseits und zum Proenzym 
andererseits. aufweist, und die unterschiedlichen 
Eluate dann getrennt voneinander aufgefangen und 
aus ihnen das jeweilige Protein isoliert wird. 

5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die fraktionierte Fallung der 
Protease und/oder ihres Proenzyms aus ihrer 
Losung durch Zusatz von 

Polyethylenglykol ab einer Konzentration von 
mindestens 10 Gew.-% oder 

Ammoniumsulfat ab einer Konzentration von 
mindestens 15 Gew.-% erfolgt. 

6. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie die den Blutgerinnungsfaktor VII 
aktivierende Protease und/oder' ihr Proenzym 



Losungsvermittlern, vorzugsweise Hydroxypro- 
lin. 

55 

Detergentien, vorzugsweise Tween® oder Tri- 
ton®. 
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zusammen mit einem oder mehreren Proteinstabili- 
satoren gemafi den Anspruchen 2 und 3 enthalt. 
zur Unterstutzung der BlutgeTinnung bei Blutungs- 
neigung, bei Mangel an Faktoren des endogenen 
Gerinnungsweges, als FEIBA. zur Prophylaxe 5 
und/oder Therapie von mit thrombotischen Kompli- 
kationen vergesellschafteten Krankheitsbildern, bei 
angeborenen oder erworbenen Mangelzustanden 
an der Protease oder ihrem Proenzym. zur Unter- 
stutzung der Wundheilung allein oder als Bestand- w 
teil eines Fibrinklebers, eines Vlieses oder in 
Kombination mit Wachstumsfaktoren, zur subkuta- 
nen oder intramuskularen. intravenosen oder topi- 
schen Behandlung. 

15 

7. Verwendung der pharmazeutischen Zubereitung 
des Anspruchs 6 zur Beschichtung von Oberfla- 
chen von in den Organismus zu implantierenden, 
aus Kunststoff oder Metallen bestehenden Gegen- 
standen, wie kunstlichen Herzklappen, Blutgefafien 20 
oder auch zur Blutentnahme oder zur kunstlichen 
Ernahrung eingefuhrten Kanulen. 

8. Reagenz enthaltend die dem Blutgerinnungsfaktor 

VII aktivierenden Protease und/oder ihr Proenzym 25 
zusammen mit einem oder mehreren Proteinstabili- 
satoren gemali den Anspruchen 2 und 3 zur Ver- 
wendung in biologischen Testsystemen und zum 
Antigennachweis. 

30 
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